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(57) Abstract: The invention 
relates to a biochip comprising a 
flat carrier and an array of spots 
containing catcher molecules 
which are arranged on said carrier. 
Each spot is associated with a 
microelectrode arrangement for 
impedance spectroscopic detection 
of binding events occurring 
between the catcher molecules and 
the target molecules applied by 
means of an analyte solution. In 
order to increase the sensitivity 
or the binding-specific measuring 
effects of the bio-chip, the electrode 
arrangement is at least partially 
embedded in a hydrophilic reaction 
layer containing catcher molecules 
and which is permeable to target 
molecules. 

(57) Zusammenfassung: Die 
Erfindung betrifft einen Bio-Chip 
mit einem Flachtrager und einem 
darauf angeordneten Array von 
Fangermolekiilen enthaltenden 
Spots, wobei jedem Spot eine 
Mikroelektroden-Anordnung 
zur impedanzspektroskopischen 
Detektion von Bindungsereignissen 
zwischen den Fangermolekiilen 
und mittels einer Analytlosung 
applizierten Zielmolekulen zuge- 

ordnet ist. Zur Erhohung der Sensitivitat bzw. des bindungsspezifischen Messeffekts des Bio-Chips ist die Elektrodenanordnung 
zumindest teilweise in eine Fangermolekule enthaltende 
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Beschreibung 
Bio-Chip 

5 Die Erfindung betrifft einen Bio-Chip, insbesondere DNA-Chip, 
gemaS dem Oberbegriff des Patentanspruches 1. 

Bio- bzw. DNA- Chips umfassen einen Flachtrager, auf dessen 
einer Seite wenigstens ein Spot-Array, also eine rasterartige 

10 Anordnung von Analysepositionen vorhanden ist. Die Spots ent- 
halten auf der Trageroberf lache immobilisierte Sonden- oder 
Fangermolekule, beispielsweise Oligonucleotide. In einer auf 
einen Spot applizierten Analytlosung enthaltene Zielmolekule, 
beispielsweise DNA-Bruchstucke koppeln an die Fangermolekule 

15 an. Die Umwandlung solcher Koppel- bzw. Bindungsereignisse in 
detektierbare Signale erfolgt mit optischen, piezoelektri- 
schen, elektrochemischen, kalorimetrischen oder impedanz- 
spektroskopischen Methoden. 

20 Bei einem aus DE 196 10 115 C2 bekannten impedanzspektrosko- 
pisch auslesbaren DNA- Chip ist auf einer Sensorf lache eine 
interdigitale Elektrodenanordnung vorhanden, wobei Fangermo- 
lekule auf den Elektroden und den zwischen den Elektroden an- 
geordneten Flachen immobilisiert sind. Die Ankopplung von 

25 Zielmolekulen an die Fangermolekule fiihrt z.B. aufgrund von 
Ladungsanderungen zu einer Anderung des von den Elektroden 
'erzeugten elektrischen Wechself eldes bzw. allgemein zu einer 
Anderung einer elektrischen Eigenschaft in der Umgebung der 
Elektroden, z.B. der Impedanz . Eine Messung einer Impedanzan- 

30 derung lasst sich mit einer beispielsweise 2-poligen interdi- 
gitalen Elektrodenanordnung durchfiihren, bei der die Elektro- 
den aus mehreren Teilelektroden gebildet sind. 

Problematisch bei letzter Art der Detektion von Bindungser- 
35 eignissen ist, dass sich die Abmessungen der Elektrodenstruk- 
turen um Grofeenordnungen von molekularen Dimensionen unter- 
scheiden. Mit noch vertretbarem technischen Auf wand lassen 
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sich Elektroden herstellen, mit deren Breite und Abstand zu- 
sammengenommen einen Wert L (= Breite + Abstand) von etwa 2 
bis 20 \im und eine Hohe von etwa 0,1 bis 0,5 \im aufweisen. 

5 Der impedanzspektroskopisch erfassbare Bereich des elektri- 
schen Feldes einer solchen Elektrodenanordnung erstreckt sich 
etwa 1 bis 5 L (= 2 bis 100 pm) iiber die Trageroberf lache 
bzw. die von der Elektrodenanordnung aufgespannte Planebene 
hinaus . Dagegen hat ein beispielsweise 100 Basenpaare aufwei- 

10 sendes Fangermolekiil eine Lange von nur etwa 30 nm. Entspre- 
chend gering ist der Einfluss von Bindungsereignissen in ei- 
ner auf der Sensorf lache bzw. den Elektroden iinmobilisierten 
monomolekularen Schicht von Fangermolekul en auf das elektri- 
sche Feld, insbesondere dann, wenn nur wenige Bindungsvorgan- 

15 ge stattfinden. In der Verof f entlichung „Nanoscaled interdi- 
gitated electrode arrays for biochemical sensors" , P. van 
Gerwen et al, Sensors and Actuators B 49, 1998, 72 - 80 wird 
zur Losung des angesprochenen Problems eine Annaherung der 
Dimensionen von Elektrodenstrukturen an die Dimensionen von 

2 0 DNA-Zielmolekiilen vorgeschlagen, wobei Elektrodenstrukturen 

mit Teilelektroden angestrebt werden, deren Breiten und ge- 
genseitigen Abstande etwa im Bereich von 2 50 bis 500 nm lie- 
gen. Solche Dimensionen sind jedoch mit einem erhohten Her- 
s t e 1 lungs au f wand verbunden. 

25 

Weiterhin ist aus der WO 98/19153 Al ein Sensor fur biochemi- 
sche Anwendungen bekannt, bei dem Elektroden vorhanden sind, 
die in ein leitfahiges Polymer eingebettet sind. Das leitfa- 
hige Polymer ist dabei in Kontakt mit dem Analyten, in dem 
30 durch Wechselstrombeeinf lussung ein biochemischer Prozess 

stattfindet. Dabei werden Prozessanderungen iiber das leitfa- 
hige Polymer als Impedanzanderungen zum Elektrodensystem wei- 
tergegeben und erf asst. 

3 5 Die Sensitivitat eines solchermafeen aufgebauten Sensorchips 

ist problematisch. Aufierdem ist das Einbetten bzw. Beschich- 
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ten der Elektroden n ein leitfahiges Polymer aufwendig, so 
dass der beschriebene Biosensor nicht praxistauglich ist. 

Ausgehend vom Stand der Technik ist es Aufgabe der Erfindung, 
einen kostengunstig herstellbaren, impedanzspektroskopisch 
auslesbaren DNA-Chip mit verbesserter Sensitivitat vorzu- 
schlagen. 

Die Aufgabe ist erf indungsgemaiS durch die Merkmale des Pa- 
tentanspruchs 1 gelost. Weiterbildungen sind in den Unteran- 
spriichen angegeben. 

Bei der Erfindung ist die Elektrodenanordnung zumindest teil- 
weise in eine fur Zielmolekiile durchlassige hydrophile Reak- 
tionsschicht eingebettet, in der immobilisierte Fangermoleku- 
le dreidimensional verteilt sind. Die Reaktionsschicht ist 
dabei so dimensioniert , dass sie von dem uberwiegenden Teil 
des von der Elektrodenanordnung erzeugten elektrischen Feldes 
bzw. von deren impedanzspektroskopischen Erf assungsbereich 
dur chdrungen ist. 

Ein wesentlicher Vorteil eines erf indungsgemaSen Biochips be- 
steht darin, dass innerhalb der Reaktionsschicht eine wesent- 
lich grofiere Anzahl von Fangermolekxilen angeordnet werden 
kann als in einer monomolekularen Schicht auf der Tragerober- 
flache und auf den Oberflachen der Elektroden. Hinzu kommt 
aber noch, dass die Abmessung der Reaktionsschicht an den vom 
elektrischen Feld bzw. von dessen Feldlinien durchdrungenen 
Raum angepasst ist, so dass eine grofie Anzahl bzw. eine hohe 
Konzentration von Fangermolekiilen mit etwa homogener Vertei- 
lung innerhalb des genannten Erf assungsbereiches vorhanden 
ist. Die Folge ist eine weitaus groSere Beeinf lussung des e- 
lektrischen Feldes bzw. des impedanzspektroskopischen Erfas- 
sungsbereiches der Elektrodenanordnung. Ein derart ausgestal- 
teter DNA-Chip weist eine entsprechend grofiere Messempfind- 
lichkeit bzw. Sensitivitat auf. 



WO 2004/057335 PCT/DE2003/004137 



4 

Die Dicke der Reaktionsschicht sollte vorteilhaf terweise ma- 
ximal 100 fxm betragen. Fur die Praxis darf die Dicke der Re- 
aktionsschicht aber nicht zu groS gewahlt werden, weil daraus 
zu lange Dif fusionswege und damit verbunden zu lange Reakti- 
5 onszeiten fur den Transport der Zielmolekule zu den Fangermo- 
lekulen resultieren wurden. 

Bei Elektrodenbreiten im Bereich von etwa 1 pm und ebensol- 
chen Abstanden betragt die Dicke der Reaktionsschicht zwi- 
10 schen 2 und 10 \im f beispielsweise etwa 3 /xm bei einem Zwei- 
Pol-Mikroelektrodensystem und etwa 7 jim bei einem Vier-Pol- 
Mikroelektrodensstem. 

Bei einer bevorzugten Ausgestaltung weist die Reaktions- 
15 schicht eine Dicke auf , die etwa im Bereich von 1 - 5 L 

liegt, wobei L die Summe aus der Elektrodenbreite und dem 
Elektrodenabstand ist. Dadurch ist gewahrleistet , dass einer- 
seits ein Bereich des elektrischen Feldes mit relativ hoher 
Feldliniendichte zur Detektion von Bindungsereignissen ge- 

2 0 nutzt wird und andererseits die Dicke der Reaktionsschicht 

nicht so grofi ist, dass sie das Eindif fundi er en von Zielmole- 
kulen und Reaktanten behindert . 

Mit einer bis etwa 95°C thermisch stabilen Reaktionsschicht 
25 ist ein DNA-Chip der in Rede stehenden Art fiir PCR-Reaktionen 
anwendbar. Thermisch stabil soil dabei bedeuten, dass die Re- 
aktionsschicht auch bei der genannten Temperatur derart be- 
schaffen ist, dass sie sich nicht auf lost, dass sie Fangermo- 
lekule festhalt, dass in ihr Reaktionen zwischen Ziel- und 

3 0 Fangermolekulen ungehindert stattfinden konnen und dass sie 

auch ihre sonstigen Eigenschaf ten im wesentlichen beibehalt. 
Bei einer weiteren bevorzugten Ausgestaltung enthalt die Re- 
aktionsschicht Polymere mit Kopplungsgruppen, an die Fanger- 
molekule kovalent gebunden sind. Dadurch ist sicher gewahr- 
35 leistet, dass Bindungspaare aus Ziel- und Fangermolekulen bei 
Spiilvorgangen wahrend des Analysenganges in der Reaktions- 
schicht zuruckgehalten werden. Eine besonders geeignete Reak- 
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tionsschicht besteht aus einem Hydrogel . Hydrogele bilden ein 
wassriges Milieu in mechanisch stabiler Form, das einen 
Stof f austausch mit einem uberwiegend wassrigen Analyten er- 
laubt. Als besonders geeignet haben sich radikalisch vernetz- 
5 bare Hydrogele auf Acrylamidbasis mit Maleinsaureanhydrid 

und/oder Glycidyl (meth) acrylat als Kopplungsgruppen erwiesen. 

Bei einer weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf orm umfasst der 
Flachtrager des DNA-Chips eine Siliziumschicht und eine damit 

10 verbundene Isolierschicht , wobei letztere auf ihrer der Sili- 
ziumschicht abgewandten Seite die Elektrodenanordnung und die 
Reaktionsschicht tragt . Bei einer solchen Anordnung lasst 
sich die elektrische Verschaltung der Elektrodenstruktur mit 
aus der Si-Halbleitertechnologie bekannten Analog- und Digi- 

15 tal-Schaltungen verwirklichen . 

Weitere Einzelheiten und Vorteile der Erfindung ergeben sich' i 
aus der Figurenbeschreibung von Ausfiihrungsbeispielen anhand. t 
der Zeichnung in Verbindung mit den Patentanspriichen. Es zei- i 
20 gen: 

Fig. 1 eine vereinfachte perspektivische Darstellung eines 

einen Flachtrager und ein Spot-Array umfassenden Bio- 
chips, 

25 Fig, 2 einen Querschnitt durch einen Spot entsprechend Linie 
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Fig. 



Fig. 



Fig. 



4 



5 



3 



II-II in Fig. 1, in vergroSerter ausschnittsweiser 
Darstellung, 

einen Ausschnitt einer einem Spot zugeordneten Elek- 
trodenanordnung , 

eine Ausfiihrungsf orm eines Biochips mit einer 4-poli- 
gen Elektrodenanordnung in einer Fig. 2 entsprechenden 
Darstellung, und 

die Elektrodenanordnung des Biochips von Fig. 4 in ei- 
ner Fig. 3 entsprechenden Darstellung. 



35 



Wie Fig. 1 zeigt, umfasst ein Biochip 1 einen Flachtrager 2, 
auf dessen einer Seite ein Spot-Array 3 aufgebracht ist. Ein 
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Spot 4 en thai t immobilisierte Fangermolekule, beispielsweise 
Oligonucleotide. Wird auf einen Spot eine Analytlosung mit 
unbekannten Zielmolekiilen aufgebracht, so kommt es bei ent- 
sprechender Ubereinstimmung in der Basensequenz zu einer An- 
kopplung des Zielmoleklils an das Fangermolekul . Die durch ein 
solches Bindungsereignis hervorgeruf ene Eigenschaf tsanderung, 
z.B. Anderungen des spezifischen Widerstandes oder der Di- 
elektrizitatskonstante, wird mit einer Elektrodenanordnung 5 
impedanzspektroskopisch erf asst. 

Bei dem Ausfuhrungsbei spiel von Fig. 2 ist eine 2-polige 
Elektrodenanordnung vorhanden. Diese ist beispielsweise mit 
Hilfe eines photolithographischen Verfahrens auf den Flach- 
trager 2 aufgebracht. Die Elektrodenanordnung 5 umfasst zwei 
Elektroden 6, 7 , die in Form einer Interdigitalstruktur aus- 
gebildet sind. D.h. jede Elektrode umfasst mehrere streifen- 
formige parallel zueinander verlaufende Teilelektroden 6a , 
7a, die sich jeweils in den Zwischenraum zweier Teilelektro- 
den der jeweils anderen Elektroden hinein erstrecken. Die 
Teilelektroden 6a, 7a sind durch einen ebenfalls streifenfor- 
migen, sich quer zu den Teilelektroden 6a, 7a streckenden 
Verbindungsleiter 6b, 7b miteinander verbunden. Die Elektro- 
den 6, 7 sind mit einer Wechselspannung z.B. im Megahertzbe- 
reich beauf schlagt . Die Breite 8 der Teilelektroden 6a, 7a 
betragt ca. 1 |im, ihre Hohe 9 betragt etwa 100 bis 500 ran. 
Zwischen den Teilelektroden 6a, 7a ist ein Abstand 10 von 
ebenfalls ca. 1 \im vorhanden. 

Der Flachtrager 2 umfasst eine Siliziumschicht 12 und eine 
zwischen dieser und den Elektroden 6, 7 angeordnete Isolier- 
schicht 13 z.B. aus Siliziumdioxid oder Siliziumnitrid. Die 
fur die impedanzspektroskopische Messung von Bindungsereig- 
nissen erf orderlichen elektrischen Verschaltungen und Bautei- 
le sind in herkommlicher Weise durch eine entsprechende 
Strukturierung der Siliziumschicht (nicht dargestellt) reali- 
siert. Auf der Isolierschicht 13 ist eine Reaktionsschicht 14 
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aus einem Hydrogel auf gebracht , welches weiter unten naher 
beschrieben wird. 

In der Reaktionsschicht 14 bzw. dem Hydrogel sind Fangermole- 
kule 15, die in Fig. 2 uberdimensioniert und symbolisch dar- 
gestellt sind, eingebettet und homogen verteilt. Ein Fanger- 
molekiil mit 300 Basen weist etwa eine Lange von 100 nm auf. 
Demzufolge hat eine monomolekulare Schicht von Fangermoleku- 
len bei herkommlichen Biochips allenfalls etwa eine Dicke 
entsprechend der Linie 16 in Fig. 2. Es ist leicht einsehbar, 
das eine solche Schicht relativ wenige Fangermolekule 15 auf- 
nehmen und dementsprechend im Falle von Bindungsereignissen 
das elektrische Feld nur gering beeinflussen kann. Demgegen- 
uber ist bei einem erf indungsgemaJSen Biochip der Fangermole- , 
kiile enthaltende und von Feldlinien durchdrungene Reaktions- 
bereich wesentlich erweitert und bietet Platz fur eine um 
mehrere Zehnerpotenzen grofiere Anzahl von Zielmoleklilen 15 . 
Wird auf ein solcher Art ausgestaltete Spot-Arrays 3 bzw. auf 
einen Spot 4 eine Analytlosung 18 auf gebracht, so finden die 
darin enthaltenen Zielmolekule 19, was in Fig. 2 ebenfalls 
ubertrieben gro£ und nur symbolisch dargestellt ist, eine we- 
sentlich grofiere Anzahl moglicher Bihdungspartner in Form der 
Fangermolekule 15 vor. Die Reaktionsschicht 14 ist vorzugs- 
weise so dimensioniert , bzw. weist eine derartige Dicke auf, 
dass der impedanzspektroskopische Erf assungsbereich praktisch 
vollstandig ausgenutzt ist, was bei einer Dicke der Reakti- 
onsschicht von etwa 2 bis 100 pm auf jeden Fall erreicht wird 
und in der Praxis bereits bei 2 - 10 ^m der Fall ist. Bei 
entsprechender Konzentration von Fangermolekiilen 15 in diesem 
Bereich kann somit der bindungsspezif ische Messeffekt des 
Biochips wesentlich erhoht werden. 

Die Reaktionsschicht 14 ist so beschaffen, das sie ein wass- 
riges Reaktionsmedium zur Verfugung stellt. Weiterhin ist sie 
so beschaffen, dass Zielmolekule 19 Oder auch andere fur eine 
Reaktion benotigte Stoffe, beispielsweise Polymerase, in sie 
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Durch die Variation des Losungsmittelsanteiles kann die Ver- 
arbeitungsviskositat eingestellt werden. Die Haftung an der 
Flachtrageroberf lache sowie an der Elektrodenanordnung 5 kann 
5 durch Beimengung tiblicher Haf tvermittler beispielsweise auf 
Silanbasis verstarkt werden. 

In Fig. 4 und 5 ist ein Ausf uhrungsbei spiel mit einer 4-po- 
laren Elektrodenanordnung 2 0 dargestellt. Die Elektrodenan- 
10 ordnung 20 setzt sich aus zwei Stromelektroden 22, 23 und 
zwei Spannungs- bzw. Sondenelektroden 24, 25 zusammen. Die 



) Stromelektroden 22, 23 sind entsprechend der Elektrodenanord- 

nung 5 des Ausfiihrungsbeispiels nach Fig. 2 angeordnet und 
ausgestaltet . Die Sondenelektroden 24, 25 sind ebenfalls 
15 streif enf ormig und erstrecken sich als maanderf ormiger Dop- 
pelstrang durch die zwischen den Teilelektroden 22a und 23a 
vorhandenen Zwischenraume hindurch. Die Stromelektroden 22, 
23 sind mit einem hochf requenten Wechselstrom beauf schlagt . 
An den Sondenelektroden 24, 25 liegt ein Spannungsmesser 26 

2 0 an, mit dem eine Veranderung des elektrischen Wechself eldes 

in Folge von Bindungsereignissen detektierbar ist. 

Die Messung kann somit unabhangig von den Stromelektroden er- 
v folgen, so dass sich z.B. deren die Elektrodenimpedanz erho- 

25 hende Polarisation nicht auf die Messung auswi r ken . kann. Da- 
gegen muss bei einer 2-poligen Elektrodenanordnung die Elek- 
trodenimpedanz durch eine entsprechend hohe, messtechnisch 
ungunstige Messfrequenz gering gehalten werden, urn den fur 
die Messung ausschlaggebenden Widerstand der Analytlosung 

3 0 bzw. der Reaktionsschicht bestimmen zu konnen. 

Zur Erfassung von durch Bindungsereignisse hervorgeruf ene Ka- 
pazitatsanderungen innerhalb der Reaktionsschicht ist eine 2- 
polige Elektrodenanordnung in Kombination mit sehr hohen 
35 Messfrequenzen (> 1MHz) vorteilhaft. 
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Patentanspriiche 

1. DNA-Chip mit einem Flachtrager (2) und einem darauf ange- 
ordneten Array (3) von Fangermolekiilen enthaltenden Spots (4 ), 

5 wobei jedem Spot (4) eine Mikroelektroden-Anordnung (5) zur 
Detektion von Bindungsereignissen zwischen den Fangermoleku- 
len und mittels einer Analytlosung applizierten Zielmolekulen 
zugeordnet 1st, dadurch gekennzeichnet , dass die Elektroden- 
anordnung (5) zumindest teilweise in eine fur Zielmolekule 
10 durchlassige hydrophile Reaktionsschicht (14) eingebettet 
ist, in der immobilisierte Fangermolekule dreidimensional 
verteilt sind. 

2. DNA-Chip nach Anspruch 1, gekennzeichnet durch eine Dicke 
15 der Reaktionsschicht (14) von 2 bis 100 pm. 

3. DNA-Chip nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Reaktionsschicht eine Dicke aufweist, die etwa im Bereich von 
1 bis 5 L liegt, wobei L die Summe aus Elektrodenbreite und 

20 Elektrodenabstand ist. 

4. DNA-Chip nach Anspruch 2 oder Anspruch 3, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Elektrodenbreite und der Elektrodenabstand 
im Bereich von 1 /rai ( = 1000 run) liegen und dass die Reakti- 

25 onsschicht eine Dicke zwischen 2 und 10 ^im hat. 

5. DNA-Chip nach Anspruch 3, wobei die Mikroelektrodenanord- 
nung ein Zwei- Pol -System ist, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Reaktionsschicht eine Dicke von etwa 3 ixm hat. 

30 

6. DNA-Chip nach Anspruch 3, wobei die Mikroelektrodenanord- 
nung ein Vier- Pol -System ist, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Reaktionsschicht eine Dicke von etwa 7 nm hat. 



35 



7. DNA-Chip nach einem der Anspruche 1 bis 6, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) bis etwa 95°C ther- 
misch stabil ist. 
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8. DNA-Chip nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) Kopplungsgruppen zur 
kovalenten Bindung von Fangermolekulen enthalt. 



9. DNA-Chip nach einem der Anspruche 1 bis 8, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die Reaktionsschicht (14) ein Hydrogel ist. 

10. DNA-Chip nach Anspruch 6, gekennzeichnet durch ein radi- 
10 kalisch vernetzbares Hydrogel auf Acrylamidbasis mit Malein- 

saureanhydrid und/oder Glycidyl (meth) acrylat als Kopplungs- 
gruppen . 

11. DNA-Chip nach einem der Anspruche 1 bis 10, gekennzeich- 
15 net durcheine interdigitale Elektrodenanordnung (5). 

12. DNA-Chip nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
die interdigitale Elektrodenanordnung ein Zwei-Pol-Mikro- 
elektrodensystem ist . 



13. DNA-Chip nach Anspruch 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
die interdigitale Elektrodenanordnung ein Vier-Pol-Mikro- 
elektrodensystem ist. 



25 14. DNA-Chip nach einem der Anspruche 1 bis 13, dadurch ge- 



kennzeichnet, dass der Flachtrager (2) eine Halbleiterschicht 
und eine damit verbundene Isolierschicht (13) umfasst, wobei 
letztere auf ihrer der Halbleiterschicht abgewandten Seite 
die Elektrodenanordnung (5) und die Reaktionsschicht (14) 



5 



20 



30 



tragt . 



15. DNA-Chip nach Anspruch 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Halbleiterschicht eine Siliziumschicht (12) ist. 
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